chinaXiv:201711.01740v1 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


玉米 赤 考 烯 酮 降解 酶 在 枯草 芽孢 杆菌 中 的 表达 及 其 对 母 猪 繁殖 性 能 的 影响 
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(1. 甘 肃 农业 大 学 动物 医学 院 ， 兰 州 730070; 2. 河 南 省 农业 科学 院 ， 农 业 部 动物 免疫 学 重点 
实验 室 ， 郑 州 450002; 3. 甘 肃 农 业 大 学 生命 科学 技术 学 院 ， 兰 州 730070) 

摘 要: 本 试验 骨 在 建立 玉米 赤 霉 烯 酮 (ZEN) 降解 酶 基因 ZEN-jm 在 枯草 芽孢 杆菌 中 的 表 
达 体系 , 确定 其 产物 的 生物 降解 活性 及 对 母 猪 繁殖 性 能 的 作用 。 克隆 ZEN-jjm 基因 , 经 EcoR 
I 和 Not I 双 酶 切 后 连接 至 pHTOl 表达 载体 中 ,构建 重组 质粒 ; 转化 枯草 芽孢 杆菌 ， 通 过 -| 
二 烷 基 硫酸 钠 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 (SDS-PAGE) 分 析 ZEN-jjm 蛋白 表达 水 平 。 高 效 液 相 色 
谱 法 (HPLC) 检测 表达 的 ZEN-jm 蛋白 降解 ZEN 的 活性 。 通 过 对 母 猪 的 繁殖 性 能 的 评价 ， 
确定 ZEN 降解 酶 降解 ZEN 对 母 猪 繁殖 性 能 的 影响 。 双 酶 切 和 测序 结果 表明 : ZEN-jm 成 功 
插入 PE701 中 ，SDS-PAGE 表明 获得 1 株 高 效 表 达 目 的 蛋白 的 重组 枯草 芽 苞 杆 菌 ， 其 大 小 
约 为 29 ku. HPLC 结果 表明 表达 的 ZEN-jjm 蛋白 能 有 效 地 降解 ZEN; 表达 的 ZEN-jjm 蛋白 
能 显著 缓解 ZEN 对 繁殖 母 猪 的 毒害 作用 CP<0.05)。 综 上 : 1) 本 研究 成 功 构建 了 表达 ZEN-jjm 
在 枯草 芽孢 杆菌 中 的 表达 载体 ， 并 在 村 草 芽 孢 杆菌 中 得 到 了 表达 。2) 表达 的 ZEN-jjm 蛋白 
有 降解 ZEN 的 生物 活性 。3) 在 饲 粮 中 添加 ZEN-jjm 蛋白 能 显著 降低 ZEN 对 母 猪 能 繁殖 
性 能 的 危害 。 
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OK AR EMM (zearalenone, ZEN) 作为 世界 上 污染 粮食 最 广泛 的 真菌 毒素 之 一 ， 对 其 
危害 性 的 研究 很 多 ， 且 由 于 ZEN 具 有 上 峻 激素 作用 ， 主 要 作用 于 生殖 系统 ， 因 此 对 妊娠 期 的 动 
物 和 危害 最 大 0]。 有 研究 表明 母 猪 长 期 采 食 3 一 5 mg/kg ZEN 污 染 的 全 价 配合 饲 粮 ， 在 妊娠 期 
ADU. FERRI S: 后备 母 猪 出 现 假发 情 ， 外 阴 肿 胀 、 红 肿 ， 子宫 受 损 出 血 以 及 不 发 
情 的 症状 ， 从 而 给 规模 化 猪 场 造成 不 可 估量 的 损失 四。 因此 研究 有 效 清除 ZEN 的 方法 已 经 成 
为 畜牧 行业 关注 的 焦点 , 并 且 对 食品 和 饲料 安全 也 具有 重要 的 意义 。 目 前 针对 饲料 及 其 原料 
中 ZEN 的 脱 毒 方法 主要 有 物理 脱 毒 法 、 化 学 脱 毒 法 和 生物 脱 毒 法 。 但 是 传统 的 物理 和 化 学 方 
法 都 存在 着 劳动 量 大 、 试 剂 应 用 的 可 行 性 差 .而 且 对 营养 物质 ， 尤 其 是 小 分 子 营养 物质 ， 如 
维生素 、 药 物 具 有 破 环 作用 ， 并 且 由 于 清除 不 彻底 ， 很 容易 造成 二 次 污染 。 
研究 表明 ， 有 益 的 芽孢 杆菌 类 微生物 在 吸附 和 降解 霉菌 毒素 和 ZEN、 黄 曲霉 毒素 都 发 
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挥 了 重要 作用 ， 尤 其 对 ZEN 的 降解 效果 更 加 明显 I。 由 于 酶 制剂 的 专 一 性 、 高 效 性 ， 因 此 
其 可 将 ZEN 彻 底 分 解 而 不 会 有 ZEN 素 毒性 物质 残留 。 据 报道 ,在 毕 赤 酵母 等 真菌 中 分 离 得 到 
的 内 酯 水 解 酶 ， 主 要 的 作用 就 是 分 解 ZEN 毒 素 (基因 标示 为 zh4101)， 分 离 得 到 的 内 酯 水 解 酶 
经 过 活性 检测 可 将 ZEN 标 准 品 彻底 分 解 趾 。zhd101 是 粉红 螺旋 聚 孢 考 中 的 一 个 编码 泛 解 酸 内 
酯 水 解 酶 的 基因 ， 近 几 年 关于 zhd101 基 因 研究 为 数 不 多 ，Bakutis 等 外 和 Kakeya 等 中 分 别 在 大 
肠 埃 希 菌 和 裂 殖 酵母 中 通过 分 子 生物 学 技术 表达 出 zhd101, BEBE OO R ie RSP 
克隆 到 类 似 zhd101 的 ZEN 降 解 酶 基因 (ZEN-jjm)， 通 过 基因 克隆 、 载 体 构建 等 技术 在 原核 生 
物 中 表达 得 到 了 ZEN 降 解 酶 。 总 结 前 人 的 研究 工作 ， 发 现在 以 下 几 个 方面 需要 进一步 完善 : 
一 是 ZENM-jjmr 在 枯草 芽孢 杆菌 中 的 表达 研究 相对 匮乏 ， 二 是 ZEN 降 解 酶 在 动物 试验 中 对 母 猪 
繁殖 性 能 的 影响 评价 尚未 见报 道 。 因 此 ， 本 试验 重新 构建 了 ZEN-jjm 在 枯草 芽孢 杆菌 中 的 表 
达 体 系 , 以 确定 表达 的 ZEN 降 解 酶 是 否 具 有 降解 ZEN 的 生物 活性 和 降低 对 母 猪 繁殖 性 能 危害 
的 作用 。 
1 材料 与 方法 
1.1 试验 材料 
1.1.1 质粒 和 菌株 

含 基 因 的 质粒 由 北京 奥 科 鼎 盛 生物 科技 有 限 公司 构 建 并 保存 ， 杜 草 芽 孢 杆 菌 表达 载体 、 
大 肠 杆菌 DH5o、 枯 草 芽 孢 杆菌 株 均 由 北京 奥 科 易 盛 生物 科技 有 限 公司 保 存 。 
1.1.2 ”试剂 

PCR 扩 增 试剂 盒 、 低 分 子 量 标准 蛋白 标记 、DNA 标 记 、RNA 酶 抑制 剂 、 焦 碳酸 二 乙 酯 、 
蒸馏 水 、 缓 冲 液 、 感 受 态 制备 试剂 盒 、 质 粒 提 取 试 剂 盒 和 胶 回 收 试剂 盒 、 蛋 白 肛 、DNA 胶 
回收 试剂 盒 、 限 制 性 内 切 酶 (EcoR I 和 Not I) 以 及 Pfu DNAS Gr BST Ab ae URL ^E 
科技 有 限 公 司 。 
1.1.3 仪器 

PCR 扩 增 仪 CEppendorf， 德 国 )、 电 转化 仪 (BioRad， 美 国 )、 高 速 离心 机 (Eppendorf, 
德国 )、 高 效 液 相 色谱 仪 “Agilent， 德 国 ) 和 仪器 凝 胶 成 像 分 析 仪 (BioRad， 美 国 )。 
1.1.4 ”试验 动物 及 材料 

试验 母 猪 由 广州 从 化 种 猪 场 提供 。ZEN 标 样 购 于 Sigma 公 司 
1.2 ”试验 方法 
1.2.1 引物 设计 及 酶 切 位 点 设计 

根据 已 知 ZEN-jjm 基因 全 长 序列 ， 设 计 基因 全 长 扩 增 引 物 ， 由 Oligo 6 引物 设计 软件 设 
计 ， 序 列 为 上 游 引 物 : 5'-ATGCGCACTCGCAGCACAAT-3', 5SLX EcoR I 酶 切 位 点 ;下 游 引 
物 : S"TCAAAGATGCTTCTGCGTAGTTTCC-3', 5[A Not 工 酶 切 位 点 。 引 物 由 北京 奥 科 电 
盛 生 物 科 技 有 限 公司 合成 。 
1.2.2. ZEN-jjm 基因 的 PCR 扩 增 
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用 北京 天 根 公 司 2xPfu PCR MasterMix， 以 从 mRNA 逆转 录 cDNA 为 模板 , 目的 基因 全 
长 序列 约 750 bp， 反应 体系 为 25 pL。 引 物 及 其 试剂 均 由 北京 天 根 生物 科技 有 限 公 司 合成 。 
PCR 反应 程序 : 94 C, 3min; 94 C, 30s, 55 C, 30s, 72 C, 1min, 30 个 循环 ; 72 "C 
延伸 5 min. 
1.23 PCR 体系 配制 及 结果 检测 : 

反应 体系 : 1 pLeDNA, 1 pL 上 游 引物 C10 hmoyL)，1 pL 下 游 引 物 (10 umol/L), 12.5 
uL 2xPfu PCR MasterMix, ddH;O 补 至 25 uL. 

结果 检测 : 反应 结束 后 取 5 uL 反应 产物 ，1.5% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 。 电 泳 凝 胶结 束 后 
切 胶 ， 用 质粒 提取 试剂 盒 和 胶 回 收 试剂 盒 纯 化 PCR. 产物 。 
EE 组 表达 载体 pHT01-zhd101 的 构建 

纯化 后 的 PCR 产物 和 枯草 芽孢 杆菌 表达 载体 pHTO1 用 EcoR I F Not 工 进行 双 酶 切 , fi 
于 外 源 基 因 的 插入 。 如 果 在 这 些 酶 切 位 点 以 外 有 外 源 基因 的 插入 , 会 导致 某 种 标记 基因 的 失 
活 ， 而 影响 筛选 试剂 盒 回 收 目的 片段 。 经 过 酶 切 后 取 适 量 的 目的 基因 片段 。 选 择 的 基因 片段 
和 载体 片段 用 TA 连接 酶 于 22 "CXEHE 3 h。 连 接 产物 转化 至 大 肠 杆菌 DH5a 感受 态 细胞 ， 无 
菌 操 作 和 保持 低温 ， 且 培养 物 处 于 对 数 生 长 期 。 在 含 100 mg/mL AKSBAM LB 平板 上 得 
选 重组 子 ， 挑 取 阳 性 克隆 ， 提 取 重 组 质粒 ， 用 PCR 法 和 EcoR I /Not I 双 酶 切 法 进行 鉴定 。 
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1.2.4 


M 1.2.5 基因 测序 及 比 对 分 析 
oS 将 PCR UME LTS RE TE B DU S ERE ACR Eo RR AE RHEA IRA DEAT DNA W 
N 序 ， 经 测序 结果 比 对 ， 插 入 的 片段 序列 完全 正确 ， 可 用 于 下 一 步 蛋白 诱导 表达 。 

2 L2.6 枯草 芽孢 杆菌 感受 态 细胞 的 制备 


选用 生长 培养 基 制 备 枯草 芽孢 杆菌 感受 态 细 胞 ， 方 法 参考 文献 [10]。 
1.22.7. 枯草 芽孢 杆菌 的 转化 

将 重组 质粒 pHT01-ZEN-jjm 转化 至 枯草 芽孢 杆菌 感受 态 细胞 ， 挑 取 2 个 克隆 样 进行 诱 
导 表 达 目 的 蛋白 。 
12.8 重组 枯草 芽孢 杆菌 的 诱导 表达 

将 转化 质粒 的 枯草 芽孢 杆菌 接 至 发 酵 培养 基 中 , T 37 "C. 200 r/min 下 震荡 培养 至 对 数 
生长 期 ,加 入 终 浓度 为 1 mmol/L 的 异 丙 基 硫 代 半 乳糖 背 诱 导 6h， 离心 收集 落体 上 清 ， 加 入 
上 样 缓冲 液 进行 煮沸 变性 。 吸 取 10 pL 上 样 进行 十 二 烷 基 硫酸 钠 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 
(SDS-PAGE) 分 析 。 
1.2.9 检测 ZEN 降解 酶 活性 

取 重 组 枯草 芽孢 杆菌 诱导 表达 的 上 清 液 , 在 实验 室内 进行 ZEN 降解 酶 效 价 的 降解 实验 ， 
在 重组 枯草 芽孢 杆菌 诱导 表达 的 上 清 液 中 加 入 ZEN 溶液 (ZEN 系 标准 品 由 北京 奥 科 易 盛 生 
物 科技 有 限 公 司 提供 ， 终 浓度 为 1 gmL)， 以 未 表达 的 培养 上 清 液 为 阴性 对 照 ， 分 别 于 30% 
比例 进行 降解 ， 降 解 时 间 为 9h， 然 后 进行 高 效 液 相 色谱 检测 ZEN 残留 。 
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1.240 ZEN 降解 酶 降解 ZEN 对 母 猪 繁殖 性 能 的 影响 评价 

试验 采用 单 因素 试验 设计 ， 选 择 体重 约 为 200 kg 的 60 头 已 经 妊娠 90 d 的 长 x 大 二 元 杂 
交 母 猪 ， 根 据 胎 次 相近 、 体 重 接近 健康 的 妊娠 母 猪 分 为 3 组， 每 组 20 头 ，1 个 限 位 栏 饲 养 1 
头 母 猪 。 试 验 分 组 见 表 1。 试 验 饲 粮 参考 NRC (2012) 标准 中 妊娠 母 猪 营养 需要 配制 。 采 
用 粉 状 玉米 -豆粕 -鱼粉 型 普通 全 价 配合 饲 粮 ， 基 础 饲 粮 营 养 水 平 为 消化 能 13.00 MJ/kg、 粗 
蛋白 质 15.63%、 赖 氨 酸 0.67%、 钙 0.87%、 总 磷 0.67%、 有 效 磷 0.42% 和 食盐 0.40%。 经 高 
效 液 相 色谱 检测 其 ZEN 的 含量 为 267 hg/kg， 符 合 国家 饲料 卫生 标准 。 试 验 组 分 别 饲 喂 在 基 
础 饲 粮 中 添加 1.5 mg/kg ZEN 和 1.5 mg/kg ZEN+100 mg/kg ZEN 降解 酶 的 饲 粮 。 试 验 猪 场 按 
照常 规 饲 养 管理 进行 ， 每 日 07:00 和 17:00 饲 喂 饲 粮 ， 自 由 饮水 ， 防 疫 等 保健 措施 按照 正常 
运行 。 每 天 饲 喂 量 为 2.5 kg/d， 各 组 饲 喂 量 一 致 ， 试 验 期 间 母 猪 自由 饮水 ， 在 怀孕 母 猪 分 娩 
的 当天 采 食 量 为 零 ,其 他 饲养 管理 与 保健 措施 遵循 试验 猪 场 的 日 常 管 理 制度 ; 每 天 记录 母 猪 
健康 状况 。 


表 1 试验 分 组 


Table 1 Groups of the experiment 


组 别 Groups 处 理 Treatment 
对 照 组 Control group 基础 饲 粮 (267 ug/kg ZEND 
试验 1 组 Experimental group 1 基础 饲 粮 +1.5 mg/kg ZEN 
试验 2 组 Experimental group 2 基础 饲 粮 +1.5 mg/kg ZEN+100 mg/kg ZEN 降解 酶 
试验 期 怀孕 母 猪 测 定 的 相关 繁殖 生产 性 能 当 妊 娠 母 猪 在 分 娩 的 12 h 之 内 完成 ， 试 验 组 
和 对 照 组 的 试验 人 员 记 录 每 头 母 猪 的 每 丰 总 产 仔 数 、 每 宇 活 产 仔 数 、 每 祖 死 胎 数 、 每 寅 木 力 


a 
仇 胎 数 ， 并 且 在 统计 窜 重 数据 后 再 称 重 每 头 仔 猪 的 个 体 初生 重 等 。 
1.3 数据 统计 分 析 

数据 采用 SPSS 软件 进行 单 因 素 方差 分 析 (one-way ANOVA), 用 Duncan 氏 法 进行 多 重 
比较 , 数据 均 采 用 “平均 值 + 标准 误 ” 表 示 , P<0.05 表示 差异 显著 , P<0.01 表示 差异 极 显著 。 
2 结果 与 分 析 
2.1 ZEN-jjm 基因 的 PCR 扩 增 

ZEN-jjm 基因 片段 进行 PCR 扩 增 和 分 离 ， 其 电泳 图 谱 如 图 1，ZEN-jjm 基因 片段 的 PCR 
产物 大 小 是 一 条 长 约 800 bp 的 条 带 ， 与 NCBI 中 的 目的 基因 片段 大 小 相符 。 


图 1 ZEN-jjm 基因 的 PCR 电泳 图 
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Fig.1 PCR electrophoretogram of ZEN-jjm gene 
2.2 pHTOI-ZEN-jjm 重组 表达 载体 构建 和 鉴定 
电泳 图 谱 如 图 2, 挑选 的 3 个 克隆 样 经 EcoR I 和 Not I 双 酶 切 后 有 2 个 克隆 切 出 了 与 目 
的 基因 CZ 800 bp) 大 小 相 一 致 的 条 带 ， 经 测序 比 对 分 析 表 明 ， 成 功 构建 了 pHT01-ZEN-jjm 
表达 载体 。 


约 800bp 一 


图 2 pHTOI-ZEN-jjm 重组 表达 载体 的 EcoR I 和 Not I 双 酶 切 分 析 电 泳 图 
Fig.2 Electrophoretogram of pH701-ZEN-jjm recombinant plasmid digested with EcoR I and Not I 


dienzymatic analysis 
2.5 ZEN-jjim 和 蛋白 的 诱导 表达 筛选 
筛选 结果 如 图 3，2 株 重组 枯草 芽孢 杆菌 表达 的 蛋白 与 预期 蛋白 分 子 质量 大 小 相当 ( 约 为 
29 ku)。 


29 kDa 


图 3 ZEN-jjm 蛋白 的 表达 SDS-PAGE 分 析 
Fig.3 Analysis of SDS-PAGE for ZEN-jjm protein expressed 
24 ZEN 降解 酶 降解 ZEN 活性 检测 
样品 经 高 效 液 相 色 谱 法 检测 结果 如 表 2， 经 过 ZEN 污染 的 玉米 在 表达 后 的 枯草 芽孢 杆 
菌 培养 上 清 共同 在 培养 箱 中 孵育 30 min 后 ，ZEN 降解 效果 如 表 2， 降 解 率 接近 70%， 经 过 
90 min 的 酶 解 ， 被 污染 的 玉米 种 几乎 检测 不 到 ZEN 的 残留 ， 降 解 率 达到 了 92% 以 上 。 说 明 
表达 的 ZEN 降解 酶 能 有 效 地 降解 ZEN， 具 有 生产 使 用 成 本 低 ， 使 用 安全 的 特点 。 


表 2 高 效 液 相 色 谱 检测 经 ZEN 降解 酶 降解 后 样品 中 的 ZEN 残留 
Table 2 Residual of ZEN in the samples after being degraded by ZEN degrading enzyme analyzed by high 


performance liquid chromatography 


项 目 Items ZEN 含量 ZEN content/(mg/L) 降解 率 Degradation rate/% 
对 照 组 Control group 5.89 
试验 组 30 min 后 Experimental group 
1.78 69.8 
after 30 min 
试验 组 90 min Ja Experimental group 
0.45 92.4 


after 90 min 
人 


2.5 ZEN 降解 酶 降解 ZEN 对 母 猪 繁殖 性 能 的 影响 评价 

由 表 3 可 知 ， 饲 喂 添 加 1.5 mg/kg ZEN 的 饲 粮 后 ， 妊 娠 期 母 猪 分 娩 的 死胎 数 和 弱 仔 数 显 
车 高 于 对 照 组 (P<0.05)， 且 总 产 仔 数 和 仔猪 初生 重 与 对 照 组 相 比 也 出 现 降 低 CP>0.05); 
与 试验 1 组 相 比 ， 饲 喂 添 加 1.5 mg/kg ZEN+100 mg/kg ZEN 降解 酶 的 饲 粮 可 显著 降低 ZEN 
造成 的 死胎 数 和 弱 仔 猪 数 CP<0.05)。 


表 3 ZEN 以 及 ZEN 降解 酶 对 母 猪 妊娠 期 繁殖 性 能 的 影响 
Table3 Effects of dietary ZEN and ZEN degrading enzyme on reproductive performance of pregnant sows 


= 


OH Items XH Control group 试验 1 组 Experimental 试验 2 组 Experimental - 
group 1 group 2 
总 产 仔 数 Litter size 12.4541.191° 11.25+1.372° 12.35£1.389° 
死胎 数 Stillbirth number 0.65+0.745° 1.1520.988? 0.6841.324° 
弱 仔 数 Scrawny piglet number 0.85+0.813° 1.25+0.910° 0.95+0.315° 
仔猪 初生 重 Birth weight of piglets/kg 1.4140.044 1.3440.054 1.400.069 
3 iW ie 


ZEN ASAUE IE MEAP AB, 而 且 对 畜牧 业 尤 其 是 兽医 产科 疾病 影响 巨大 ， 
矿物 质 (如 蒙 脱 石 、 硅 铝 酸 盐 、 酵母 细胞 壁 提取 物 等 ) 在 吸附 和 微生物 ( 芽 移 杆菌、 乳酸菌 、 
酵母 菌 等 ) 在 降解 ZEN 等 发 挥 了 重要 作用 站。Bakutis 等 外 发 现 酿酒 酵母 等 (酵母 细胞 壁 提 
取 物 ) 的 主要 成 分 是 低 聚 葡 聚 糖 类 产品 ， 能 较 好 地 吸附 清除 ZEN。Kakeya 等 中 发 现 粉 红 螺 

WE fl Fi(Clonostachys rosea) F 2 种 类 型 的 产 孢 结构 ， 即 蚌 状 分 生 孢 子 梗 和 轮 枝 状 分 生 孢 子 
RH, 主要 依靠 其 所 分 泌 的 胞 外 降解 酶 类 , 经 过 分 离 纯 化 能 降低 ZEN 在 生殖 系统 的 毒性 。 ZEN 
对 线粒体 代谢 、 等 离子 体 膜 透 性 和 前 列 腺 癌 细 胞 细胞 周期 有 有 影响。 在 100 和 0.3 nm 的 浓度 
H, ZEN 导致 线粒体 的 氧化 活性 下 降 ， 乳 酸 脱氧 酶 释放 ， 凋 亡 诱 导 和 G0/G1 阶段 的 细胞 数 
Bag! ZEN 是 一 类 2,4- 二 羟基 葵 甲 酸 的 内 酯 化 合 物 ， 和 破坏 其 酯 环 可 去 除 ZEN 的 毒性 ， 
把 ZEN 降解 为 没有 类 峻 激素 毒性 的 表达 产物 中 。 

Takahashi-Ando 等 "的 研究 结果 表明 ， 经 过 基因 克隆 、 载 体 构建 大 肠 杆菌 表达 的 ZEN 
内 酯 水 解 酶 zhd101， 在 37~45 CHKA, EEA ZEN 标准 品 的 溶液 pH 调整 为 10.5 
时 ， 有 具有 很 强 的 降解 ZEN 毒性 的 活性 ， 而 且 该 反应 是 一 种 不 可 逆 灭 活 。 内 酯 水 解 酶 zhdlol 
对 5 种 同 源 ZEN 有 效 ， 但 是 对 5 种 同 源 的 ZEN 降解 效果 不 完全 一 致 唤 。Molnar 等 04 经 过 


II 
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了 大 量 的 实验 室 研究 ， 发 布 了 一 种 新 的 酵母 菌株 一 一 毛 孢 子 菌 属 ， 可 以 使 ZEN 降解 为 二 氧 
化 碳 和 其 他 无 毒 ZEN 代谢 产物 , 这 能 否 应 用 在 畜 禽 .水产 等 动物 的 全 价 配合 饲料 中 做 为 ZEN 
的 脱 毒 剂 使 用 , 还 需 生 产 一 线 的 确切 验证 .Mokoena 等 05 报 道 了 经 过 96 h 的 液体 生物 发 酵 ， 
乳酸 菌 在 发 酵 过 程 中 也 可 以 显著 地 降解 谷物 如 玉米 、 豆 煌 、 大 麦 、 盏 皮 等 原料 中 68% 一 75%% 
的 ZEN。 在 本 试验 中 我 们 用 PE701 表达 载体 降解 ZEN 的 蛋白 酶 , 因为 枯草 芽孢 杆 阔 自 先 和 蛋 
Ari, 而 且 桔 草 芽孢 杆菌 生长 环境 多 样 ， 可 利用 的 营养 物质 种 类 十 分 丰富 ， 其 自身 含有 
丰富 的 产 酶 系统 ， 具 备 目的 蛋白 表达 量 高 的 应 用 潜力 ， 并 保持 生物 活性 等 优点 "4， 使 ZEN 
降解 酶 的 使 用 更 加 安全 ， 是 更 有 效 和 更 低 成 本 地 降解 ZEN 毒素 的 方法 。 

研究 表明 ZEN 中 毒 对 猪 类 的 健康 影响 较 大 ， 引 起 生殖 器 官 功能 性 的 变化 。Minervini 
等 上 从 断奶 后 32 日 龄 开始 给 小 仔猪 饲 喂 含 9 mg/kg ZEN 的 饲 粮 ，30 d 后 经 过 检测 ， 仔 猪 的 繁 
秆 系统 出 现 了 异常 , 具体 表现 为 卵 母 细胞 不 能 正常 成 熟 , 而 且 有 的 仔猪 的 染色 体 出 现 异常 现 
象 。Jadamus 等 0 连续 3 个 繁殖 周期 给 妊娠 的 经 产 母 猪 饲 喂 含 180g/kg ZEN 的 全 价 配 合 饲 粮 ， 
断奶 后 的 母 猪 表 现 为 返 情 率 升 高 ， 怀 孕期 的 母 猪 流产 率 明 显 升 高 ， 在 第 1 个 繁殖 周期 ， 表 现 


— 


Na 


< 出 提早 发 情 的 异常 现象 。Jan Obremski 等 9 给 怀孕 期 的 母 猪 饲 喂 02 和 0.4 mg/kg BW ZEN, fij 
展 为 期 1 周 ， 结 果 发 现 添加 ZEN 组 的 母 猪 出 现 卵 泡 闭锁 ， 甚 至 有 的 母 猪 出 现 卵 梨 颗 粒 细胞 凋 
- <， 严重 的 出 现 了 子宫 和 输卵管 细胞 增殖 。 本 试验 结果 也 表明 ， 饲 粮 中 含有 微量 的 ZEN (1.5 
一 mg/kg) 就 可 以 能 显著 降低 母 猪 健康 活 胎 的 数量 和 并 显著 提高 弱 仔猪 发 生 率 。 这 与 饲 粮 中 低 


N | ] 
= 剂量 ZEN 及 其 代谢 产物 扰乱 内 分 泌 系统 ， 影 响 动物 的 发 情 周期 、 排 卵 与 胚胎 附 植 有 关 n9291。 
但 是 ， 添 加 ZEN 降 解 酶 后 ， 试 验 2 组 的 总 产 仔 数 、 死 胎 数 、 弱 仔 数 、 仔 猪 初生 重 等 并 没有 出 
现 明显 的 负面 效应 , 表明 ZEN 降 解 酶 能 够 有 效 地 降解 ZEN 对 母 猪 生产 性 能 和 繁殖 性 能 的 多 种 


毒害 作用 。 
E 4 结 论 
ZEN 可 以 引起 母 猎 妊娠 期 繁殖 性 能 的 降低 ， 低 剂量 ZEN (1.5 mg/kg) 污染 就 可 以 能 显 


著 降 低 母 猪 活 胎 的 数量 和 并 显赫 提高 弱 仔 猪 发 生 率 ， 对 母 猪 的 繁殖 性 能 产生 毒害 作用 。 

本 试验 中 用 基因 表达 合成 zhdlol 基因 的 转基因 枯草 芽孢 杆菌 能 把 高 浓度 的 ZEN(1.5 
mg/kg) 去 除 。 从 母 猪 的 总 产 仔 数 、 死 胎 数 、 弱 仔 数 、 和 仔猪 出 生 重 的 指标 评价 ， 表 明 构 建 的 
ZEN 降解 酶 能 够 有 效 地 降解 ZEN 对 母 猪 妊娠 期 生产 性 能 和 繁殖 性 能 的 毒害 作用 。 
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Expression of Zearalenone Degrading Enzyme in Bacillus subilis and Its Effects on Reproductive 
Performance of Sows 
WANG Xiangsheng! SUN Yaning? RUAN Chongmei! ZHANG Quanwei! ZHANG 
Yong" HU Xiaofei? 

(1. College of Veterinary Medicine, Gansu Agriculture University, Lanzhou 730070, China; 2. 
Henan Academy of Agricultural Sciences, Key Laboratory of Animal Immunology of the Ministry 
of Agriculture, Zhengzhou 450002, China; 3. College of Life Science and Technology, Gansu 

Agriculture University, Lanzhou 730070, China) 

Abstract: The purpose of this study was to establish an expressing system of zearalenone (ZEN) 
degrading enzyme gene (ZEN-jjm) in Bacillus subtilis, and to determine the biodegradation 
activity and effect of its expression product on reproductive performance of sows. The ZEN-jjm 
gene was cloned and the recombinant expression plasmid was constructed by ligation cloned 
ZEN-jjm and pHTO1 vector digested with EcoR I and Not I enzymes, and then transformed into 
Bacillus subilis. Expression of ZEN-jjm protein in Bacillus subilis was analyzed by dodecyl 
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). And the degrading activity of ZEN-jjm 
protein was determined by high performance liquid chromatography (HPLC). The effects of ZEN 
degrading enzyme on reproductive performance of sows were evaluated. The results of double 
enzyme digestion and DNA sequencing demonstrated that ZEN-jjm was inserted into pH701. The 
SDS-PAGE showed that one Bacillus subilis strain with high-level expression was obtained, and 
the size of the expressed protein was about 29 ku. The HPLC result illustrated that the expressed 
ZEN-jjm protein could effectively degrade ZEN. The evaluation results of reproductive 
performance of sows indicated that the expressed ZEN-jjm protein could significantly relieve the 
toxicity for sows caused by ZEN (P<0.05). In conclusion: 1) the ZEN-jjm expression vector is 
successfully constructed and the ZEN-jjm protein is expressed in Bacillus subtilis in this study. 2) 
The expressed ZEN-jjm protein has the biological activity of degrading ZEN. 3) ZEN-jjm protein 
can significantly reduce the harm of ZEN on reproductive performance of sows when it is added 
in the feed. 


Key words: zearalenone; ZEN-jjm gene; Bacillus subilis; sows 
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